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研究成果の概要（和文）：イネ科植物間に高い選択作用性を持つキノリンカルボン酸系のオーキシン
型除草剤キンクロラックの植物体内での作用機構や感知のされ方について主に検討を行なった。これ
まで、本剤の植物体内での感知のされ方や作用機構は、フェノキシ酢酸系のオーキシン型除草剤で
ある 2,4-D と同じであると長年、考えられてきた。しかし、本研究から、2,4-D とは同一でない可能性が
高く、少なくとも幾つかの感受性イネ科植物種での本剤の生育抑制作用の主因は、シアンではなく、活
性酸素の過剰生成である可能性が高いことが明らかとなった。 
 
研 究 成 果 の 概 要 （ 英 文 ） ： Quinclorac is one of the auxinic herbicides belonging to the 
quinolinecarboxylic acid family, and the mode of action has been thought to be the same as with 2,4-D, 
an auxinic herbicide belonging to the phenoxyacetic acid family.  Quinclorac exhibits high selectivity 
among grass species, and the primary mechanism underlying its selective action has been considered to 
be the selective induction of ethylene biosynthesis, which ultimately leads to cyanide accumulation in 
susceptible grasses.  In this study, the mode of action of quinclorac and recognition properties of auxin 
receptors were investigated.  Our results strongly suggest that quinclorac has a different action from 
2,4-D in several susceptible grass species; quinclorac-induced growth reduction may be caused by ROS, 
but not by cyanide. 
 
交付決定額 
                                                 （金額単位：円） 
 直接経費 間接経費 合 計 
2009 年度 2,000,000 600,000 2,600,000 
2010 年度 1,400,000 420,000 1,820,000 
2011 年度 500,000 150,000 650,000 
年度    
  年度    
総 計 3,900,000 1,170,000 5,070,000 
 
研究分野：植物成長制御学、植物生理学 
科研費の分科・細目：農学、作物学・雑草学 
キーワード：オーキシン型除草剤、選択作用性、オーキシン受容体 
 
１．研究開始当初の背景 
（１）オーキシンは古くから非常に多くの研究がな
されてきているにもかかわらず、その生理作用の
多様さゆえに、シグナル伝達機構の詳細は、不
明であった。しかし、近年、シロイヌナズナを用
いて、ユビキチンリガーゼ複合体の構成成分で
ある TIR1（輸送阻害剤応答タンパク質 1）がこれ
まで明らかにされていなかったオーキシン受容
体であることがつきとめられ、オーキシンは TIR1
と 結 合 す る こ と で 転 写 抑 制 因 子 フ ァ ミ リ ー
（Aux/IAA）の分解を促進し、それにより標的遺
伝子の転写を活性化することが示された。 
これらの発見がきっかけとなり、オーキシン型除
草剤においても、除草作用とオーキシン受容体
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との関係が調べられるようになった。オーキシン
型除草剤の１つであるピクロラムでは、TIR1 類似
のオーキシン結合因子（AFBs）の変異がピクロラ
ムに対する感受性に与える影響が調べられ、シ
ロイヌナズナではピクロラムの作用発現には、
TIR1 ではなく、主に AFB４や AFB5 が深く関連し
ていることが報告された。オーキシン型除草剤に
は化学構造により幾つかのグループが存在して
おり、化学構造に依存して植物の反応特性も異
なることが知られている。したがって、オーキシン
型除草剤の化学構造に依存して受容体レベル
での感知機構も異なっている可能性がある。し
かし、ピクロラム以外の多くのオーキシン型除草
剤がどのような受容体によって感知されているの
かは未解明である。 
 
（２）キンクロラックは、イネ科植物間（特にイネ─
ヒエ間）に非常に高い選択性を有する芝地・水
稲用のオーキシン型除草剤である。化学構造か
らキノリンカルボン酸系のオーキシ型除草剤に
分類されている。これまで、キノリンカルボン酸系
のオーキシン型除草剤の作用機構については、
“植物体内でオーキシンとして感知されることに
よってエチレン生合成系を活性化させ、その結
果、副産物であるシアンが蓄積して生育抑制が
起こる”と考えられてきた。しかし、私たちのこれ
までの研究から、キンクロラックをトウモロコシ（感
受性イネ科植物）に処理すると、2,4-D（フェノキ
シ酢酸系のオーキシン型除草剤）のような代表
的な合成オーキシン剤とは異なる症状や生理作
用が現れることや、トウモロコシの膜結合型オー
キシン結合蛋白質（ABP1）への結合に関しては、
2,4-D は結合するが、キンクロラックは結合しな
い、つまり、キンクロラックは ABP1 にはオーキシ
ンとして認識されていない可能性があることを見
出した。しかしながら、高い選択作用性を示すキ
ノリンカルボン酸系のオーキシン型除草剤の植
物体内での作用機構や選択作用機構の詳細は
不明であった。 
 
２．研究の目的 
高い選択作用性を有するキノリンカルボン酸
系のオーキシン型除草剤の植物体内での感知
のされ方や作用機序、さらにイネ科植物間での
選択作用機構を解明することで、将来的にさら
に高度な選択作用性を有する低環境負荷型の
新規の除草剤開発に向けての基礎的知見を提
供することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)供試植物 
トウモロコシ (Zea mays L. cv. Honey Bantam)  
シロイヌナズナ (Arabidopsis thaliana L. Heynh)  
オヒシバ(Eleusine indica (L.) Gaerth.) 
メヒシバ(Digitaria adscendens (H.B.K) Henr) 
 
(2) 供試薬剤 
キンクロラック (3,7-dichloro-8-quinolinecarboxylic 
acid)  
2,4-D (2,4-dichlorophenoxyacetic acid)  
ピクロラム (4-amino-3,5,6-trichloropicolinic acid) 
 
(3) 薬剤処理による植物成育、水分含量、クロロ
フィル含量への影響 
0～100μM に調整した各薬剤溶液を植物体
に処理し、一定時間経過後に植物体の新鮮重、
水分含量、クロロフィル含量を測定した。 
 
(4) エチレン発生量 
薬剤処理後の植物体全体または根部切片を
バイアル瓶に詰めて密封し、バイアル瓶中のエ
チレン量をガスクロマトグラフ（FID）を用いて測
定した。 
 
(5) シアン含量の測定 
薬剤処理後に植物体を磨砕し、酸性条件下
にてシアンを気化させた。気化させたシアンはア
ルカリ性の濾紙にトラップした後、溶出、酸化後、
ピリジンとバルビツール酸によりカップリングさせ
て、溶液中の吸光度（580 nm）を測定した。 
 
(6) 細胞生死判定試験 
Evans blue 染 色 法 、 fluorescein 
diacetate(FDA)と propidium iodide (PI)によるダ
ブル染色法により、薬剤処理後の根部での生細
胞と死細胞の判定を行なった。 
 
(7)過酸化脂質量の測定 
①エタン発生量 
薬剤処理後の根部切片をバイアル瓶に詰め
て密封し、根部切片から発生するエタン量をガ
スクロマトグラフ（FDI）を用いて測定した。 
 
②チオバルビツール酸量 
薬剤処理後に根部または茎葉部を採取後、磨
砕し、チオバルビツール酸法により根部と茎葉部
中の過酸化脂質量を測定した。 
 
(8) 活性酸素の検出 
活 性 酸 素 検 出 の 蛍 光 プ ロ ー ブ で あ る
dihydroethidium (DHE)で薬剤処理後の根部を染
色 後 、 共 焦 点 レ ー ザ ー 走 査 顕 微 鏡 （ Zeiss 
LSM510）により、O２
‐発生を検出した。 
 
(9) スーパーオキシドアニオンラジカル（O2
－）消
去能 
キサンチン-キサンチンオキシダーゼ経路によ
って生成させたO2
－ をスピントラップ剤である
DMPOと反応させ、形成されるDMPO－OOH量
をelectron spin resonance(ESR)法により測定す
ることによって、O2
－量を測定した。また、植物体
から得た粗酵素抽出液を添加することで消去さ
れるO2
－量を調べ、各植物体のO2
－消去活性
（superoxide anion scavenging activity : SOSA)を
算出した。 
 
(10) 抗酸化酵素活性 
植物体から粗酵素液を調整し、粗酵素液中のカ
タラーゼ（CAT）、グルタチオンリダクターゼ（GR）、
アスコルビン酸ペルオキシダーゼ（APx）の活性
を測定した。 
 
(11) ミトコンドリア電子伝達系における呼吸阻害 
根部からミトコンドリアを抽出し、酸素電極を用
いて酸素消費速度を測定することで、薬剤処理
によるミトコンドリア電子伝達系への影響を調べ
た。 
 
(12) ATP含量 
薬剤処理後に根部を磨砕し、遠心分離にて上
清を得た。上清にATP反応試薬を添加し、化学
発光測定装置にて発光量を測定した。 
 
(13) マイクロアレイによる遺伝子発現変動の網
羅的解析 
全ての供試薬剤で同程度の生育抑制効果が
誘導される濃度を決定後、シロイヌナズナの茎
葉部に薬剤を処理した。薬剤処理 20、40 分後
に葉部から totalRNA を抽出し、マイクロアレイ
解析を行った。また、薬剤処理 20 と 40 分処理
区のそれぞれにおいて、薬剤処理により発現変
動がみられた遺伝子についての階層的クラスタ
リング解析を行った。 
 
４．研究成果 
(１)キンクロラックと 2,4-D のイネ科植物での反応
性差異 
オヒシバとメヒシバは耕地や非農耕地に広く
発生する１年生のイネ科雑草である。両種は、
匍匐性を有し、分げつして株となる等、類似点も
多い。しかし、キノリンカルボン酸系の除草剤を
処理した後に現れる症状が、両種で大きく異な
ることが野外試験で知られていたため、本研究
では、まず始めに、この２種を用いて、主にキン
クロラック（キノリンカルボン酸系）と 2,4-D（フェノ
キシ酢酸系）の反応性差異を調べた。 
その結果、キノリンカルボン酸系のキンクロラッ
クとキンメラックの２剤を各々根部に 12 時間処理
をすると、オヒシバでは生育抑制作用は見られ
なかったが、メヒシバでは両薬剤、特にキンクロ
ラックで強い生育抑制作用が見られた。キンクロ
ラック処理によるメヒシバでの 50％生育阻害濃
度は 3.2μM となり、オヒシバはメヒシバよりもキン
クロラックに対して、少なくとも 30 倍以上の耐性
を有していた（図１）。一方で、キンクロラックとは
異なる母核構造を持つフェノキシ酢酸系の
2,4-Dでは、メヒシバだけでなくオヒシバでも生育
抑制作用が見られた。さらに、キンクロラック処理
によって、メヒシバではクロロフィル含量が顕著
に減少するのに対し、2,4-D 処理ではあまり減
少しなかった。これらのことから、オヒシバはキノ
リンカルボン酸構造を持つ化合物に対して、特
異的に強い耐性を示し、キンクロラックと 2,4-D
では作用、症状が異なることが示された。 
次に、キンクロラック処理後のエチレン生成量
を測定したところ、オヒシバでは無処理区と同等
のエチレン量しか検出されなかったが（図 2）、メ
ヒシバでは無処理区と比較して10倍以上のエチ
レン量が検出された。さらに、オヒシバが潜在的
にエチレン誘導性が低い可能性を調べるために
エチレン誘導活性の高い 2,4-D処理を行い、オ
図1 キンクロラック処理６日後のオヒシバ(a)とメヒ
シバ（b）の幼植物全体の生体重（新鮮重）
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図2 キンクロラックまたは2,4-D処理後のオヒシバ
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ヒシバでのエチレン生成量をメヒシバと比較した。
その結果、2,4-D処理を行うと、無処理区と比較
して、オヒシバでは約 40 倍（図 2）、メヒシバでは
約20倍のエチレン量が検出された。このことから、
オヒシバは潜在的にエチレン生合成系の誘導性
が低いわけではなく、むしろメヒシバよりも誘導性
が高く、キンクロラックに対して特異的にエチレ
ン生合成系が働かない、もしくは働いてもその活
性が非常に低いことが明らかとなった。また、エ
チレンの前駆体である 1-アミノシクロプロパン
-1-カルボン酸（ACC）を添加すると、オヒシバに
おいても根部長の抑制が見られていること、100
μMの 2,4-D処理後 4 日目において、オヒシバ
でも 20％程度の生育抑制と多量のエチレン生
成が見られたことから、実際にエチレン生合成
系が活性化している状態ではオヒシバにおいて
も生育抑制が見られることが示された。つまり、
オヒシバは、キンクロラック処理によりエチレン生
合成系が活性化されないことが耐性を示す 1 要
因となっていると考えられる。また、キンクロラック
は、オヒシバの生体内において、受容体レベル
での感知のされ方が 2,4-Dとは異なる可能性が
高いことが考えられた。キンクロラックは 2,4-Dと
は異なり、オーキシンとして同一の受容体に感
知されていないか、あるいは感知のされ方が非
常に弱い可能性がある。 
 
(2)キンクロラック耐性イネ科植物種での耐性機
構の検討 
10μM のキンクロラック処理後のメヒシバでの
生育抑制は 80％程度だったのに対し、それより
エチレン生成量の多い 100μM の 2,4-D 処理後
4 日目におけるメヒシバでの生育抑制は 20％程
度であったことから、キンクロラックの生育抑制作
用にはエチレン生合成系以外での作用の違い
も深く関わっている可能性が示された。さらにキ
ンクロラック処理後の植物体では、2,4-D 処理個
体とは異なり、部分的に白化症状が観察された
ことから、キンクロラック処理後に活性酸素の過
剰生成やそれに伴う酸化障害が引き起こされて
いる可能性について検討することにした。 
茎葉部ではチオバルビツール酸（TBA）法を
用いて生体膜の構成成分である脂質の過酸化
を測定し、根部ではジヒドロエチジウム（DHE）染
色法を用いてO2
－の発生の検討を行なった。キ
ンクロラック処理後、オヒシバでは根部でO2
－は
検出されなかったが、メヒシバではO2
－は検出さ
れた（図 3）。一方、2,4-D処理では、メヒシバでも
O2
－はほとんど検出されなかった。また、キンクロ
ラック処理後にオヒシバにおいて過酸化脂質量
は変化しなかったが、メヒシバにおいては経時的
に過酸化脂質量が増加した。これらの結果から、
オヒシバではキンクロラックを処理しても活性酸
素種は発生していない、あるいは発生してもす
ぐに抗酸化酵素や抗酸化物質によって消去さ
れることが推察された。また、メヒシバではキンク
ロラック処理後に活性酸素種が過剰生成され、
それによって生体膜の脂質が過酸化されている
ものと推察された。 
オヒシバの生体内ではキンクロラックを処理し
ても過剰な活性酸素種の発生が検出されなかっ
たことから、活性酸素種が発生しても抗酸化物
質、抗酸化酵素などによって即座に消去できる
可能性がある。そこで次に、オヒシバとメヒシバ間
での活性酸素消去能、抗酸化酵素活性の差を
比較した。本研究では両植物における活性酸素
消去能を比較するため、ESRを用いたO2
－消去
能、抗酸化酵素（CAT、GR、APx）活性測定、過
酸化水素添加による酸化傷害の観察を行った。
キンクロラック処理後、オヒシバではO2
－消去活
性(SOSA)は変化しなかった (図４)。一方、メヒシ
バでは、キンクロラック処理後にSOSA値が顕著
に増加していることから(図４)、活性酸素種が発
生し、それがシグナルとなり抗酸化酵素、抗酸化
物質の活性を増大させたと考えられる。また、オ
ヒシバのSOSA値はメヒシバよりも数倍高い値を
示していたことから（図４）、オヒシバはメヒシバよ
りも潜在的に高いO2
－消去能を有しており、多少
のO2
－が発生しても、その高いO2
－消去能によ
って即座に消去できると考えられる。 
次に両植物における抗酸化酵素活性を調べ
た。H2O2を消去するカタラーゼ（CAT）、酸化型
グルタチオンを還元型グルタチオンに変化させ
るグルタチオンリダクターゼ（GR）、そしてH2O2
を消去するアスコルビン酸リダクターゼ（APx）の
3 つの抗酸化酵素活性を測定したところ、オヒシ
バがメヒシバに比べ 3 つの酵素全てにおいて潜
在的に活性が高いことが明らかとなった。 
さらに、オヒシバは活性酸素に対して本当に
高い処理能力を有するかどうかを確認するため、
オヒシバとメヒシバのリーフディスクを用いて、外
来的にH2O2を投与した後のクロロフィル含量の
変化を調べた。その結果、100-1000mM処理区
において、オヒシバはメヒシバに比べて全体的な
白化、クロロフィル含量の減少の程度が低かっ
たことから（図５）、実際にオヒシバはメヒシバより
も活性酸素に対して強いことが示された。 
以上の結果から、１）キンクロラックは、植物体
図3 キンクロラック処理後のオヒシバ(a)とメヒシバ
(b)の根部先端での活性酸素発生の検討 強い橙色の
蛍光は活性酸素発生を示す
内で、活性酸素の過剰発生を誘導し、さらに脂
質の過酸化を引き起こす、そして、２）耐性種で
あるオヒシバは、高い活性酸素消去能を有して
いるため、植物体内でキンクロラック処理後に活
性酸素が発生しても、それらを消去することで酸
化傷害を軽症ですませている可能性が高いこと
が明らかとなった。また、さらに（１）の結果より、
オヒシバはキンクロラックを処理してもエチレン生
合成系が誘導されない（あるいは非常に誘導さ
れにくい）ため、エチレンとシアンが蓄積しにくい
こと等、複数の要因が重なり、キンクロラックに対
して高い耐性を有している可能性が高いことが
明らかとなった。 
 
(3)キンクロラックの作用機構の検討 
(1) と(2)の結果から、キンクロラックは活性酸
素発生を引き起こすことが明らかとなったが、こ
れまで長い間、キンクロラックの生育抑制作用の
原因物質は、シアンであると考えられてきたため、
活性酸素とシアンのいずれがキンクロラックの生
育抑制作用の真の原因物質であるのかを検討
することにした。この研究では、キンクロラック感
受性イネ科植物種であるトウモロコシを用いて実
験を行なった。 
まず、トウモロコシ根部に 2,4-Dを処理したとこ
ろ、エチレン量とシアン蓄積量が急増したが、顕
著なO2
-発生は検出できなかった。一方、キンク
ロラック処理ではエチレン量とシアン蓄積量は増
大したものの、2,4-D処理ほどの急激な増大は
認められなかったが、顕著なO2
-発生が検出さ
れた。 
さらに細胞死、エタン量、エチレン量との関係
を詳細に解析するため、同一個体を用いて同時
にそれらの測定を行なった。その結果、同一個
体では、キンクロラック処理後に過酸化脂質量の
増加に伴い死細胞数が増大していた。また、
2,4-D 処理区では、キンクロラック処理区よりも多
量のエチレンが発生し、その副産物であるシアン
もより多く蓄積している条件下でも、死細胞数や
過酸化脂質量の増大は認められなかった。これ
らの結果から、キンクロラックが誘導するトウモロ
コシ根部での細胞死は、これまで考えられてきた
ような、エチレン生合成経路中で副産物として蓄
積するシアンによって引き起こされるのではなく、
キンクロラック処理後に発生する活性酸素によっ
て主に引き起こされている可能性が高いことが、
本研究から初めて明らかとなった。 
次に、キンクロラックによる活性酸素の発生経
路について検討を行なった。まずはじめにミトコ
ンドリアの電子伝達系が本剤による活性酸素発
生に関与している可能性について検討した。そ
の結果、トウモロコシ根部、そして抽出したミトコ
ンドリア画分の両方において、キンクロラックは濃
度依存的に呼吸速度を低下させることが分かっ
た。一方、2,4-D では、濃度依存的な呼吸速度
の低下は認められなかった。さらに、キンクロラッ
ク処理では、MTT還元能とATP含量が処理後に
減少したが、2,4-D （≤ 50 μM）処理では大きな
減少は認められなかった。これらの結果から、トウ
モロコシでは、2,4-D は、ミトコンドリアに対して
直接的な影響を持たないのに対し、キンクロラッ
クは、ミトコンドリアの機能障害を誘発し、その結
図4 キンクロラック処理後のオヒシバ(a)とメヒシ
バ(b)の茎葉部でのO２ー消去活性（SOSA)
図5 H2O2処理1時間後のオヒシバ(E. incida)とメヒシバ
(D. adscendens)の葉部切片でのクロロフィル含量
果、電子伝達系から活性酸素が発生し、酸化障
害が引き起こされる可能性があることが考えられ
た。しかしながら、キンクロラックによるミトコンドリ
ア呼吸阻害は濃度依存的であるものの、根部に
おいて確認された呼吸阻害よりも弱いことから、
ROS 発生経路は他にも存在する可能性もあり、
さらなる検討が必要であると考えている。 
次に、キノリンカルボン酸系のオーキシン型除
草剤の植物体内での感知機構の解明に向けて
の足掛かりを得るため、すでに除草作用とオーキ
シン受容体との関係が調べられている、ピクロラ
ム（ピコリネート系）と2,4-D(フェノキシ酢酸系)を
比較薬剤としてマイクロアレイ解析を実施した。 
シロイヌナズナにピクロラム、2,4-D、キンクロラ
ックを処理し、処理後20分、40分で２倍以上の発
現変動があった遺伝子を抽出し、階層的クラスタ
ー解析を行なった。その結果、処理後20分、40
分のいずれでも、キンクロラックは、ピクロラムと同
一のクラスターを形成し、2,4-Dは、それらとは遺
伝子発現パターンがやや異なるグループに分類
されることが分かった。フェノキシ酢酸系の2,4-D
の除草作用には、主にオーキシン受容体である
TIR1が、そしてピコリネート系ピクロラムでは、
TIR1ではなく、主にAFB4やAFB5が関与してい
ることが報告されている。このことから、キンクロラ
ックの植物体内での感知のされ方もピクロラムと
同様に主にAFB４やAFB5によってなされる可能
性があるか否かについて、今後さらに詳細に検
討していく予定である。 
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